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RESUMEN

La aparicion y propagacion de resistencias frente a los agentes antimicrobianos se ha visto
acelerada en los ultimos afios, provocando una crisis sanitaria a nivel mundial y poniendo de
manifiesto la necesidad urgente de desarrollar nuevos farmacos mas efectivos. Una de las
tendencias actuales para enfrentarse a las bacterias patdbgenas multirresistentes se basa en el uso
de estrategias tipo “caballo de Troya”, que emplean portadores moleculares reconocidos por
receptores especificos para facilitar la penetracion en las células y limitar, en algunos casos, la
aparicion de resistencias. En el presente trabajo se llevo a cabo la evaluacion bioldgica de un
conjugado siderdforo-antibidtico con el que se pretende aprovechar el mecanismo de captacion
de hierro mediado por sideroforos para promover la absorcion activa de un antibiotico. Para su
construccion, el vector de entrada seleccionado fue un analogo de las amonabactinas, un
sideroforo de la bacteria patogena Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, y como
antibiotico se empled ampicilina. Se determinoé la concentraciéon minima inhibitoria tanto del
conjugado siderdforo-antibiotico como del fragmento espaciador-ampcilina (sin vector de
entrada), y se compararon con la ampicilina libre. Los resultados parecen indicar la presencia de
un mecanismo mediado por el analogo de las amonabactinas que facilita la entrada del conjugado
mejorando su actividad respecto a la esperada para su peso molecular. Ademas, se inhibe el
crecimiento bacteriano con el fragmento espaciador-ampicilina, lo que demuestra que el

espaciador no impide la unidn de la ampicilina a su diana celular.
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ABTRACT

The emergence and spread of resistance to antimicrobial agents has accelerated in recent years,
causing a global health crisis and highlighting the urgent need to develop new more effective
drugs. One of the current trends in dealing with multidrug-resistant pathogenic bacteria is based
on the use of “Trojan horse” strategies, which employ molecular carriers recognized by specific
receptors to facilitate cell penetration and limit, in some cases, the emergence of resistance. In the
present work, the biological evaluation of a siderophore-antibiotic conjugate was carried out to
exploit the iron uptake mechanism mediated by siderophores to promote the active absorption of
an antibiotic. For its construction, the selected input vector was an analog of amonabactins,
siderophores from the pathogenic bacterium Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, and
ampicillin was used as the antibiotic. The minimum inhibitory concentration of both the
siderophore-antibiotic conjugate and the linker-ampillin fragment (without input vector) were
determined and compared to that of free ampicillin. The results seem to indicate the presence of
a mechanism mediated by the amonabactin analog that facilitates the entry of the conjugate,
improving its activity with respect to that expected for its molecular weight. In addition, bacterial
growth is inhibited by the linker-ampicillin fragment, demonstrating that the linker does not

prevent the binding of ampicillin to its cell target.
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1. INTRODUCCION

El aumento de la prevalencia de las enfermedades infecciosas inducidas por patogenos
bacterianos, asi como la aparicion y propagacion de resistencias a terapias antimicrobianas en
entornos hospitalarios y comunitarios, esta provocando una crisis de salud publica a nivel mundial
(Fan and Fang, 2021). El nimero de cepas resistentes se ha visto incrementado en las tltimas
décadas debido a la disminucion de la eficacia de los antibidticos actuales, reduciendo en gran
medida el numero de terapias disponibles y aumentando la morbilidad, la mortalidad y los gastos
derivados del tratamiento de estas infecciones (Mislin and Schalk, 2014; Chairatana, Zheng and

Nolan, 2015).

Los antibioticos de amplio espectro tradicionales presentan dianas terapéuticas altamente
conservadas y su mecanismo de entrada se basa, mayoritariamente, en la difusién pasiva mediada
por porinas. Su uso excesivo contribuye a la rapida seleccion de bacterias patogenas que
adquieren resistencia a través de cuatro mecanismos principales: la disminucion de la
permeabilidad de la membrana, la expulsién a través de bombas de eflujo, la destruccion
enzimatica del antibiético y la modificacion de la diana terapéutica. Por tanto, el desafio principal
en el disefo de nuevos antibidticos consiste en superar los mecanismos de resistencia existentes

y retrasar la aparicion de mecanismos de resistencia nuevos (Wencewicz and Miller, 2018).

Una de las tendencias actuales para el desarrollo de nuevos antibidticos se basa en estrategias tipo
“caballo de Troya”, que consisten en el uso de moléculas capaces de interaccionar con receptores
especificos de la membrana bacteriana para facilitar la penetracion en la célula, aumentar la
concentracion intracelular y limitar, en algunos casos, la aparicion de resistencias. Esta es la linea
que se sigue en el presente trabajo coordinado, en donde se propone la preparacion y evaluacion
biologica de un conjugado molecular de tipo sideromicina, capaz de aprovechar las rutas de
transporte de hierro mediadas por sideroforos para promover la absorcion activa de los agentes
terapéuticos y aumentar asi su concentracion intracelular (Wencewicz and Miller, 2018;

Sanderson et al., 2020; Skwarecki, Nowak and Milewska, 2020).

1.1 Los sideroforos

Los siderdforos (del griego “portadores de hierro”) son compuestos de bajo peso molecular (500-
1500 Da) producidos por bacterias, hongos y gramineas, con una alta afinidad y selectividad por

el hierro(I1I) (Hider and Kong, 2010).



La captacion de hierro es un proceso bioldgico fundamental para la mayoria de organismos vivos,
pues se trata de un elemento esencial que actla como cofactor de enzimas involucradas en
multitud de procesos celulares basicos, tales como la sintesis de acidos nucleicos, la transferencia
de electrones, la proteccion contra especies reactivas de oxigeno y la regulacion génica (Schalk,
2008; Hider and Kong, 2010). Sin embargo, a pesar de su abundancia en la corteza terrestre, su
biodisponibilidad es muy limitada y disminuye en gran medida a pH neutro y bajo condiciones
aerobias debido a la formacion de hidroxidos férricos insolubles. Estas condiciones son las que
se dan en un contexto patogénico donde, ademas, el hierro se encuentra “secuestrado” por
proteinas de almacenamiento del huésped, como la transferrina y la lactoferrina, llegando a

alcanzar concentraciones de 10%* M en el suero humano (Chen et al., 2017).

Por tanto, la adquisicién de niveles adecuados de hierro, entre 10® y 10° M, es un factor
fundamental para la supervivencia de los patogenos y la colonizacion del hospedador durante las
infecciones bacterianas. Este hecho convierte a los sider6foros en importantes factores de
virulencia que se presentan como prometedoras dianas terapéuticas (Centola, Xue and Wilks,

2020; Sargun et al., 2021).

1.1.1 Biosintesis y mecanismos de entrada

La biosintesis de sideroforos se encuentra fuertemente condicionada por los niveles de hierro a
través de proteinas reguladoras de la captacion férrica (Fur). En condiciones de restriccion de
hierro se activa la maquinaria transcripcional y comienza tanto la produccion de las enzimas
necesarias para la biosintesis de sideroforos, como de las proteinas implicadas en su

reconocimiento, transporte y procesamiento (Wilson ef al., 2016; Wencewicz and Miller, 2018).

La mayoria de los sider6foros son sintetizados por unos complejos proteicos multifuncionales
conocidos como sintetasas de péptidos no ribosémicos (nonribosomal peptide synthetase, NRPS).
Estos complejos llevan a cabo la biosintesis en el citoplasma, tras la cual los sider6foros son
exportados al espacio extracelular. Una vez alli, forman complejos estables con el hierro(III)
reconocidos por proteinas especificas que inician un mecanismo de transporte activo. Este
mecanismo difiere ligeramente entre bacterias Gram-negativas y bacterias Gram-positivas debido
a la diferente composicion de su envoltura celular (Fischbach and Walsh, 2006; Kadi and Challis,

2009).



En bacterias Gram-negativas, con dos membranas celulares separadas por un espacio
periplasmatico, los complejos hierro-sideroforo son reconocidos por un receptor de membrana
externa especifico (outer-membrane receptor, OMR). Tras la union, el receptor experimenta un
cambio conformacional que permite el transporte activo del complejo al espacio periplasmatico
gracias a la energia proton-motriz aportada por el complejo proteico TonB. Una vez en el
periplasma, los sideréforos férricos son transportados por una proteina de unioén periplasmatica
(periplasmic binding protein, PBP) hasta la membrana interna, donde son bombeados al
citoplasma a través de un transportador de tipo ABC (ATP Binding Casette) dependiente de ATP.
Alcanzado el citoplasma, el hierro puede ser liberado por reduccion o mediante la degradacion
enzimatica del sider6foro. En algunos casos, como ocurre en Pseudomonas aeruginosa, se
observan mecanismos alternativos en los que los complejos son hidrolizados en el periplasma, de

forma que soélo el hierro es capaz de atravesar la membrana interna (Fan and Fang, 2021).

° o
3+
0 Fe 0 Siderdforo 0
Fe-sider6foro

A
SULALL LA

m promITIY
LU LI

T rtador ABC
0 ransportador

Figura 1. Mecanismo de transporte de los complejos Fe-sideroforo en bacterias Gram-negativas.

En bacterias Gram-positivas, con una Unica membrana, los complejos hierro-sideréforo son
importados directamente a través de una permeasa ubicua de la membrana celular tras el

reconocimiento por una proteina SBP (siderophore-binding protein) (Fan and Fang, 2021).
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Figura 2. Mecanismo de transporte de los complejos Fe-sideroforo en bacterias Gram-positivas.



1.2. Sideromicinas naturales y conjugados sintéticos

Las sideromicinas son metabolitos secundarios biosintetizados por algunos microorganismos
como arma evolutiva para la supervivencia en condiciones de hierro limitado. Estructuralmente,
estan constituidas por un resto sideréforo y un antibiotico. El sider6foro actia como vector de
direccionamiento al ser reconocido por receptores especificos del organismo diana, mientras que
el antibiodtico, una vez internalizado, actia como antimicrobiano (Wencewicz and Miller, 2018;

Southwell, Black and Duhme-Klair, 2021).

Estos compuestos han servido de inspiracion para la preparacion de conjugados sintéticos que se
constituyen por tres componentes basicos: un analogo de sider6foro, un espaciador y un
antibiotico (Figura 3). El conjugado seleccionado en este estudio para la evaluacion de su
actividad biologica presenta como sideroforo un analogo de las amonabactinas, como antibidtico

la ampicilina y como espaciador un derivado del polietilenglicol (Wencewicz and Miller, 2018).
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Figura 3. Esquema de la estructura basica de una sideromicina, un conjugado sintético y su correspondencia
con la propuesta de este Trabajo de Fin de Grado.

1.2.1 Eleccion del antibidtico

Dentro de la amplia gama de antibidticos que pueden ser seleccionados para la preparacion de
“caballos de Troya” se encuentran los -lactamicos, que actiian inhibiendo la biosintesis de la
pared bacteriana (Wencewicz and Miller, 2018). Su principal ventaja es que presentan dianas
celulares periplasmaticas, lo que simplifica en gran medida el mecanismo de trasporte que deben
experimentar los conjugados para ser bioldgicamente activos, pues tan solo deben ser reconocidos

e internalizados por los receptores de membrana externa.



Teniendo esto en cuenta, para la preparacion del conjugado se selecciono la ampicilina, un
antibiotico f -lactamico perteneciente al grupo de las penicilinas. Estas se caracterizan
estructuralmente por presentar, ademas del anillo S-lactamico, un anillo de tiazolidina formando
el acido 6-aminopenicilanico, estructura que deriva de la condensacion de una cisteina y una
valina (Figura 4). La cadena lateral, que varia de unas penicilinas a otras, tolera un alto grado de
sustituciones, por lo que su conjugacion con sideroforos voluminosos no impide la unién a su

diana celular (Marin and Gudiol, 2003).
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Figura 4. Estructura de la ampicilina con el acido 6-aminopenicilianico que caracteriza al grupo de las
penicilinas, resaltado en azul.

1.2.2 Eleccidn del espaciador

El espaciador empleado tiene como objetivo principal permitir la union de los dos componentes
del conjugado a través de enlaces covalentes pero manteniéndolos lo suficientemente separados
para que no interfieran entre ellos. Ademas, debe ser resistente a las condiciones extracelulares,
estable durante la translocacion, no interferir en el reconocimiento del sider6foro y no impedir la
unidn del antibidtico con la diana celular. Por lo tanto, los puntos de union del espaciador con el
sideroforo y el antibidtico son clave y su disefio debe ser previamente optimizado para garantizar

la actividad biolodgica del “caballo de Troya” (Mislin and Schalk, 2014).

Existen dos clases principales de espaciadores, los escindibles y los no escindibles. En el caso de
los conjugados que emplean estructuras f-lactimicas como antibioticos, no es necesaria la
liberacion del antibidtico para mantener la actividad, por lo que los espaciadores no escindibles

son los mas utilizados (Mislin and Schalk, 2014).

1.2.3 Eleccidn del sideroforo

El siderdforo actia como un vector de entrada y determina el espectro de actividad antibacteriana,
por lo que conocer su selectividad es un factor clave a la hora de su seleccion para la construccion

de conjugados.

En este trabajo se ha seleccionado un analogo de las amonabactinas P750 y P789 (Figura 5) como
vector de entrada para los conjugados moleculares. La utilizacion de un analogo permite

simplificar el procedimiento sintético, pero sin sacrificar los requerimientos estructurales basicos



para el reconocimiento molecular de tal forma que se logra mantener una actividad siderofora

similar a la de las amonabactinas naturales.
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Figura 5. Estructura quimica de las amonabactinas y del analogo simplificado seleccionado como vector
de direccionamiento.

Las amonabactinas son unos de los sideréforos producidos por la bacteria patdgena Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida, una y-proteobacteria Gram-negativa que provoca furunculosis
en peces, enfermedad que causa importantes pérdidas econdmicas en la industria de la acuicultura
a nivel mundial. Perteneciente a la familia de los catecolatos, se caracteriza estructuralmente por
presentar un esqueleto de dos lisinas con una glicina opcional, enlazando los dos residuos catecol
que actuan como ligandos quelatantes del hierro(Ill), y una cadena lateral de triptofano o
fenilalanina que puede ser sustituida sin suponer una perdida de la actividad (Rey-Varela et al.,

2019).



2. ANTECEDENTES

La preparacion del conjugado sideroforo-antibiodtico se llevé a cabo en el grupo PRONAMAR,
adscrito a la Facultad de Ciencias y al Centro de Investigaciones Cientificas Avanzadas (CICA)
de la Universidad de A Corufia, mientras que la evaluacion de su actividad biologica, objetivo del
presente Trabajo de Fin de Grado, se desarrollé en el grupo de Microbiologia Clinica adscrito al

Instituto de Investigacion Biomédica de A Coruiia (INIBIC).

Una de sus lineas de investigacion, en la que existe una colaboracion entre ambos grupos, se
enfoca en el desarrollo de nuevos tratamientos y diagnosticos contra enfermedades infecciosas
basados en los mecanismos de captacion de Fe(Ill) mediados por sider6foros. Dentro de esta
linea, se consiguio identificar el receptor de membrana de las amonabactinas (FstC) en
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida y definir los requerimientos estructurales minimos

para el reconocimiento molecular (Rey-Varela et al., 2019).

Este avance permitié el disefio y la evaluacion de la actividad bioldgica de conjugados
moleculares con tres antibidticos diferentes siguiendo una estrategia tipo “caballo de Troya”

(Figura 6), asi como de una sonda fluorescente para estudiar la selectividad de los mismos.
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Figura 6. Estructura quimica de uno de los conjugados moleculares utilizados como “caballo de Troya” en
el que se utilizo la ampicilina (verde) como antibiotico.

Los resultados obtenidos en los ensayos con la sonda fluorescente demostraron que los
conjugados basados en andlogos de las amonabactinas son reconocidos e internalizados por un
amplio grupo de patdgenos multirresistentes Gram-negativos y algin Gram-positivo.
Desafortunadamente, los conjugados preparados con una estructura equivalente a la de la sonda
fluorescente, pero en los que el fluoréforo fue sustituido por 3 antibidticos conocidos, no

presentaron actividad antimicrobiana.



Una posible explicacion a la ausencia de actividad podria ser que, debido a su proximidad, el
sideroforo interfiera en la interaccion del antibidtico con su diana celular. Por esta razon, en el
presente trabajo se propuso aumentar la distancia entre ambos componentes empleando un
espaciador con tres unidades de etilenglicol (Figura 7), tratando asi de disminuir dicha

interferencia (Zheng and Nolan, 2014).
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Figura 7. Estructura general del espaciador derivado del polietilenglicol seleccionado para la unién del
analogo de las amonabactinas y la ampicilina.

De esta forma, en el TFG del Grado en Quimica se llevd a cabo la sintesis del conjugado
sideroforo-antibidtico (CSA) cuya obtencion fue confirmada por espectrometria de masas de alta
resolucion y por espectrometria de RMN-'H del crudo de reaccion (ANEXOS). Sin embargo,
tanto el espectro de RMN-'H como el espectro UV del producto purificado, reflejaron la
existencia de una mezcla de compuestos que puede ser el resultado de una degradacion de la
ampicilina durante el proceso de purificacion. Esto hace que los resultados derivados de los
diferentes ensayos realizados para la evaluacion de su actividad solo puedan ser tomados como
una referencia, pues sera necesario evaluar otras condiciones de reaccion y purificacion que

permitan su obtencion de una forma pura para que puedan ser significativos.



3. OBJETIVOS

El objetivo del presente Trabajo de Fin de Grado es la evaluacion de la actividad biologica de un
conjugado sider6foro-antibidtico con el que se pretende aprovechar el mecanismo de adquisicion
de hierro mediado por sideréforos para promover la absorcion activa de moléculas con posible
actividad terapéutica. Para la consecucion de este objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del conjugado sideroforo-
antibiotico (CSA) y comparar su actividad con la de la ampicilina libre que servira como

referencia para evaluar el efecto del vector de entrada (analogo de las amonabactinas)

- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del fragmento espaciador-
ampicilina (EA) y comparar su actividad con la del conjugado sidero6foro-antibidtico
(CSA), para evaluar el efecto del vector de entrada, y con la de la ampicilina libre, para

evaluar el papel que juega el espaciador en la unioén de la ampicilina a su diana celular.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Microorganismos

Se estudiaron un total de 10 cepas bacterianas de 6 especies patdgenas entre las que se incluyeron
2 cepas de Enterococcus faecalis (1a cepa ATCC 29272 y una cepa clinica), 3 cepas de
Acinetobacter baumannii (la cepa ATCC 17978 y dos cepas clinicas), 2 cepas de Escherichia
coli (la cepa ATCC 25922 y 1a TG1), una cepa clinica de Enterococcus faecium, una cepa clinica
de Aeromonas hydrophila y la cepa ATCC 29231 de Staphylococcus aureus. Las cepas ATCC
son microorganismos de referencia certificados procedentes de la coleccion americana de cultivos

tipo (American Type Culture Collection).

4.1.1 Acinetobacter baumannii

A. baumannii es un bacilo Gram-negativo que esta causando una alarma sanitaria debido a su
amplio espectro de resistencia a antibidticos. Como patdégeno oportunista, a pesar de su baja
virulencia, es capaz de causar infecciones que, mayoritariamente, se producen en la sangre o en
organos con un alto contenido en liquido, como los pulmones o el tracto urinario. La mayoria de
los genes de resistencia que presentan parecen haber sido adquiridos por transferencia horizontal

y muchos de ellos se agrupan en una unica isla genémica (NCBI Genomes, 2021 (a)).

4.1.2 Aeromonas hydrophila

A. hydrophila es un bacilo Gram-negativo que estd cobrando importancia como patégeno
humano, donde puede causar gastrointeritis y septicemia, principalmente debido al desarrollo de
resistencia a diferentes antibidticos. Uno de los principales factores de virulencia es la aerolisina,
una toxina que se une a los receptores de membrana formando complejos heptaméricos que dan
lugar a poros que permiten el paso de pequeias moléculas, aumentando la permeabilidad de la

membrana y provocando la muerte celular y la destruccion de tejidos (NCBI Genomes, 2021 (b)).

4.1.3 Enterococcus faecalis.

E. faecalis es un patdogeno oportunista Gram-positivo, presente en la flora intestinal humana sana,
que puede causar infecciones del tracto urinario, bacteremia o endocarditis infectiva y cuya
incidencia en el ambito hospitalario estd aumentando debido a la aparicion de cepas resistentes a

antibioticos. Produce una toxina citolisinica que se encuentra codificada por varios elementos
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genéticos transponibles, islas de patogenicidad y plasmidos conjugativos, que utilizan un sistema
de respuesta a las feromonas para iniciar la transferencia genética que permite la diseminacion

del plasmido a través de las poblaciones (NCBI Genomes, 2021 (¢)).

4.1.4 Enterococcus faecium

E. faecium es un patdégeno oportunista Gram-positivo presente en la flora intestinal humana que,
de la misma forma que E. fecalis, puede provocar infecciones del tracto urinario, bacteremia y
endocarditis infectiva, y cuya incidencia estd aumentando debido a la aparicion de cepas
resistentes a los agentes antimicrobianos. Ademas, la transferencia horizontal de sus genes de
resistencia es responsable del incremento de cepas de S. aureus resistentes a la vancomicina. No
se conoce mucho a cerca de ellos pero parecen estar relacionados con un gen que codifica para

una adhesina de superficie (NCBI Genomes, 2021 (d)).

4.1.5 Escherichia coli

E. coli es un bacilo Gram-negativo anaerobio facultativo que forma parte de la microbiota
gastrointestinal. Su facil cultivo en el entorno del laboratorio y su susceptibilidad para la
manipulacion genética lo han convertido en uno de los organismos modelo de procariotas mas
estudiados. Es una especie muy diversa que engloba tanto cepas no patdgenas como patdogenas,
que causan infecciones del tracto urinario, meningitis neonatal o enfermedades de tipo intestinal.
Las cepas patogenas suelen presentar factores de virulencia codificados en plasmidos
extracromosomicos o islas de patogenicidad que probablemente hayan sido adquiridos por
transferencia horizontal e incluso se hayan integrado en el cromosoma a través de la transposicion

de bacteriofagos o plasmidos (NCBI Genomes, 2021 (e)).

4.1.6 Staphylococcus aureus

S. aureus es patdogeno oportunista Gram-positivo considerado como el principal causante de
infecciones nosocomiales (infecciones adquiridas en el ambiente hospitalario). Desde su
descubrimiento, continta siendo el principal causante de mortalidad y es responsable de una gran
variedad de infecciones entre las que se encuentran furtinculos, orzuelos, impétigo y otras
infecciones cutaneas superficiales. Ademas, también puede ser causa de infecciones mas graves,
especialmente en los enfermos crénicos o inmunodeprimidos, como pneumonia, abscesos

profundos, osteomielitis, endocarditis, flebitis, mastitis y meningitis (NCBI Genomes, 2021 (f)).
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4.2 Medios de cultivo

Para la determinacion de la CMI se utilizé un medio nutritivo con restriccion de hierro que se
prepard a partir del medio Mueller Hinton II con cationes ajustados NutriSelect” Plus de la casa

comercial Sigma-Aldrich.

4.2.1 Medio Mueller Hinton II, cationes ajustados.

El medio Mueller Hinton II esta disefiado para llevar a cabo pruebas cuantitativas de sensibilidad
de bacterias aerobias de crecimiento rapido y anaerobias facultativas aisladas de muestras
clinicas. Por litro de agua purificada contiene 3 g de extracto de carne bovina, 17.5 g de
hidrolizado acido de caseina y 1.5 g de almidon. Ademas, esta suplementado con sales para

proporcionar 20-25 mg/L de calcio y 10-12.5 mg/L de magnesio.

4.2.2 Medio Mueller Hinton II, sin hierro.

El medio Mueller Hinton II sin hierro se prepar6 afiadiendo 100 g de resina Chelex® 100 (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA) a 1 L de medio Mueller Hinton II (cationes ajustados)
previamente esterilizado en autoclave a 120°C durante 10 min. La suspension resultante se agitd
a temperatura ambiente durante 2 h para eliminar los cationes presentes en el medio vy,
transcurrido ese tiempo, se filtrd para eliminar la resina a través de un filtro con un tamafio de
poro de 0.2 um. A continuacion, se ajustdo el pH a 7.3 con acido clorhidrico 0.1 M y se
complemento con calcio (CaCl,), magnesio (MgCl,) y zinc (ZnSOj4) hasta concentraciones finales
de 22.5 ug/ml (rango, 20-25 ug/ml), 11.25 pg/ml (rango, 10-12.5 ug/ mL) y 10 uM (0.56 ug/mL;
rango 0.5-1.0 pg/mL), respectivamente. Finalmente, se pas6é nuevamente a través de un filtro de

0.2 um y se conservo en nevera (4°C) hasta su uso (Hackel et al., 2019).

4.3 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) se aplicd el método de
dilucién en caldo, que se basa en la evaluacion del crecimiento en presencia de concentraciones
crecientes de un agente antimicrobiano que se encuentra diluido en el propio medio de cultivo. A
diferencia de los métodos de difusion en agar, la actividad antimicrobiana se determina a partir
de una escala discontinua, generalmente concentraciones crecentes en base 2, por lo que la CMI
calculada por este método sera una estimacion del valor real, que debe encontrarse entre el

obtenido experimentalmente y la concentracion inmediatamente anterior (Canton et al., 2000).
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4.3.1 Preparacion de los agentes antimicrobianos

El primer paso consistio en la preparacion de disoluciones madre de los tres agentes
antimicrobianos de estudio a una concentracion de 10 mg/mL. La disolucion de la ampicilina en
forma de sal de sodio procedente de la casa comercial Sigma-Aldrich se llevo a cabo en agua para
preparaciones inyectables procedente de la casa comercial B. Braun, mientras que para la
disolucion del fragmento espaciador-ampicilina (EA) y del conjugado sideréforo-antibiotico
(CSA), que fueron sintetizados en forma de sales de potasio, se utilizd dimetilsulfoxido para
biologia molecular procedente de la casa comercial Sigma-Aldrich. Cabe mencionar que una
concentracion por encima del 2-3% de DMSO en el medio de cultivo puede provocar la inhibicién
del crecimiento bacteriano. Por tanto, en caso de alcanzar en los ensayos concentraciones

proximas a esos valores, deben introducirse controles negativos con DMSO.

4.3.2 Preparacion de las placas aplicando el método de microdilucion

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos de fondo en U que permitieron la
realizacion simultanea de 8 experimentos a 11 concentraciones diferentes de antimicrobiano con
los correspondientes controles positivos de crecimiento. Para su preparacion, se afiadieron 100
pL de medio de cultivo liquido sin antimicrobiano a cada uno de los pocillos a excepcion de la
columna 12, donde se afiadieron 200 pL de medio de cultivo con la mayor concentracion de
agente antimicrobiano que se va a evaluar. A continuacion, se realizaron las microdiluciones
seriadas tomando 100 pL de la Gltima columna y resuspendiéndolos en el pocillo adyacente de
forma secuencial hasta alcanzar la segunda columna, como se representa en el esquema de la
Figura 8A. La primera columna, sin agente antimicrobiano, se utiliz6 como control positivo del

crecimiento.

4.3.3 Preparacion del indculo e inoculacion.

Le preparacion del inoculo se llevé a cabo por el método de suspension directa de colonias. Para
ello, se tomaron 2 colonias de tamafio estandar de una placa de cultivo de 24 h con ayuda de un
hisopo estéril y se resuspendieron en 5 mL de suero fisiologico estéril ajustando el indculo a una
turbidez equivalente al 0.5 de la escala MacFarland (densidad celular aproximada de 1.5-10°
UFC/mL) (Gémez-Garcés, Aracil and Gil, 2009). A continuacion, se realizé una dilucion 1/20
resuspendiendo 0.25 mL del mismo en 5 mL de suero fisioldgico y se prepararon las alicuotas
necesarias para la inoculacion en una placa adicional. Finalmente, se afiadieron 5 uL de indculo

a cada uno de los pocillos de la placa, lo que equivale a unas 4-10* UFC de forma aproximada.
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4.3.4 Incubacion y lectura de los resultados

Una vez preparadas las placas, se incubaron durante 20-24 h a 37°C para permitir el crecimiento
bacteriano y, transcurrido ese tiempo, se procedié a la lectura de los resultados empleando un
lector con espejo (Figura 8B). La CMI determinada sera la concentracion de antimicrobiano

correspondiente al primer pocillo en el que no se observé crecimiento bacteriano.
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Figura 8. A) Esquema del patron de microdilucion aplicado para la determinacion de las concentraciones
minimas inhibitorias. B) Lector en espejo utilizado para la determinacion de CMIs de forma visual e
interpretada. Para antibioticos de uso rutinario se emplean métodos automatizados.

4.4 Tratamiento y representacion de los resultados obtenidos.

Para el tratamiento y la representacion grafica de los resultados obtenidos a partir de los diferentes

ensayos se utilizo el software Prism 9 de GraphPad.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El punto de partida para el planteamiento de los diferente ensayos consistio en la busqueda de
especies sensibles a la ampicilina, que permitiesen la evaluacion de la actividad del conjugado
sideroforo-antibidtico (CSA) a concentraciones no muy elevadas. Con esta intencion, se llevo a
cabo un cribado inicial con diferentes cepas bacterianas tanto clinicas, procedentes de
aislamientos en pacientes, como cepas ATCC bien caracterizadas, donde se obtuvieron los
resultados que se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. CMIs obtenidas para la ampicilina libre, el fragmento espaciador-ampicilina (EA) y el conjugado
sideroforo-antibiotico (CSA) expresadas tanto en mg/L (concentracion derivada de la lectura directa de la

placa) como en pM (transformacion necesaria para poder llevar a cabo una comparacion de la actividad
por mol de ampicilina en el medio).

Ampicilina EA CSA

mg/L uM mg/L uM mg/L uM
A. baumannii ATCC 17978 16 43 >64 >95 64 48
A. hydrophila cepa clinica >16 >43 >16 >24 >16 >12
E. coli ATCC 25922 4 10.8 >16 >24 >16 >12
E. coli TG1 1 2.7 >16 >24 >16 >12
E. faecalis ATCC 29212 1 2.7 16 24 16 12
E. faecium cepa clinica 32 86 >16 >24 >16 >12
S. aureus ATCC 29231 0.25 0.67 8 12 >16 >12

En esta primera aproximacion pudo detectarse inhibicion del crecimiento bacteriano en al menos
uno de los dos compuestos evaluados frente a Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii y
Staphylococcus aureus, por lo que nos centraremos en estas tres especies para la discusion de los
resultados. Con el resto de especies bacterianas seria necesario evaluar concentraciones mayores
de cada compuesto para poder llevar a cabo una comparacion de su actividad y, dado que la
cantidad de conjugado disponible es limitada, se decidio descartarlas para el estudio. Cabe
mencionar que, en adelante, las CMIs se expresaran siempre en molaridad, pues los pesos
moleculares de los tres compuestos evaluados no son comparables y, por tanto, una CMI de 16
mg/L no es equivalente en cuanto a moles de ampicilina para el fragmento EA y el conjugado

CSA, cuya masa molar es dos veces mayor.

Los resultados obtenidos para las tres especies bacterianas seleccionadas de este primer cribado,
se representan en la Figura 9 como promedio y desviacion estandar de las dos réplicas realizadas,

con el objetivo de facilitar su visualizacion e interpretacion.
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A) E. faecalis B) A. baumannii C) S. aureus

304 250 304
— = % — %
c 20+ c c 20+
:0 10 150+ :0
3] 3] [
o o 8
g 10 S S 10
o o - o
(&) (&) 50 (&)
R o-j—,—,— 0

Figura 9. CMIs determinadas para cada uno de los compuestos representadas como promedio y desviacion
estandar. El asterisco (*) indica que la CMI es igual o mayor al valor representado, pues se observo
crecimiento bacteriano a la maxima concentracion de compuesto probada.

Teniendo en cuenta que la ampicilina es internalizada por difusién pasiva mediada por porinas,
la tendencia esperada en caso de no existir un mecanismo alternativo seria que un aumento
significativo del tamafio del compuesto representase una disminucion de su actividad. Esta
tendencia es la que se observo en S. aureus, donde la actividad de la ampicilina libre, con una
masa molar de 371.09 g/mol, fue 10 veces mayor que la de la ampicilina unida al espaciador (M=
670.17 g/mol) y esta, a su vez, resultd ser al menos 2 veces mayor que la del conjugado CSA (M=
1332.44 g/mol). Sin embargo, tanto en A. baumannii como en E. faecalis se observo un aumento
de la actividad del conjugado CSA respecto a la del fragmento EA, lo que parece indicar que
existe un mecanismo alternativo a la difusion pasiva mediada por porinas que facilita la entrada
del mismo, aumentando su concentracion intracelular y, como consecuencia, su actividad

antimicrobiana.

Otro aspecto a destacar es que las dos especies bacterianas frente a las cuales el fragmento EA
mostro actividad, E. faecalis y S .aureus (ver Tabla 1), son especies Gram-positivas. Esto
concuerda con lo esperado, pues la permeabilidad de la pared bacteriana es mucho menor en
bacterias Gram-negativas, que a menudo presentan mecanismos de resistencia basados en una
reduccion del tamafio de poro o del numero de porinas presentes en la membrana externa

(Prajapati, Kleinekathdfer and Winterhalter, 2021).

Por ultimo, el hecho de que el fragmento EA sea capaz de inhibir el crecimiento bacteriano
implica que el espaciador no estd impidiendo la unién de la ampicilina a su diana celular
periplasmatica. Si bien, se observo una clara disminucion de la actividad antimicrobiana respecto
a la de la ampicilina libre que, a pesar de poder explicarse por el aumento del peso molecular
mencionado, no excluye el hecho de que el espaciador pueda estar afectando a la unién. Ambos
factores pueden estar contribuyendo y, por esta razon, seran necesarios mas estudios para

determinar su grado de influencia en el reconocimiento.
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De acuerdo con lo expuesto, E. faecalis y A. baumannii, que parecen presentar el mecanismo
mediado por el andlogo de amonabactinas de interés, fueron seleccionados como organismos de
estudio para llevar a cabo un analisis mas exhaustivo. El objetivo del analisis fue determinar la
reproducibilidad de los resultados obtenidos y la extension de los mismos a otras cepas

bacterianas.

- Enterococcus faecalis.

Para analizar la reproducibilidad de los resultados se repitio el ensayo 5 veces, introduciendo en
cada experimento dos réplicas para cada compuesto. Los resultados obtenidos se representan en

la Figura 10 como promedio y desviacion estandar.
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Figura 10. CMIs determinadas para cada uno de los 5 ensayos representadas como promedio y desviacion
estandar. La almohadilla (#) indica que para la concentracion inmediatamente inferior a la representada,
que se corresponde con la maxima concentracion de ensayo, se observo una disminucion del crecimiento
bacteriano pero no lo suficientemente significativo como para considerarlo la CMI.

Los tres primeros ensayos se realizaron partiendo de una misma alicuota de disolucion madre de
cada compuesto, mientras que para los dos Ultimos se utilizd una nueva. Los resultados
evidenciaron que con el paso del tiempo y con los procesos de congelacion-descongelacion a los
que fueron sometidos, el conjugado CSA perdié actividad antimicrobiana (como se observa en el
ensayo 3 y el ensayo 5), mientras que el fragmento EA permanecié estable manteniendo su
actividad con el tiempo. Esta observacion concuerda con la hipotesis de partida, pues si la
inversion de la tendencia observada para el conjugado CSA es debida a la existencia de un
mecanismo de transporte activo alternativo, una degradacion del analogo de las amonabactinas
puede impedir el reconocimiento por el receptor de membrana y, por tanto, la internalizacion del
mismo. Ademas, si la disminucion de la actividad fuese debida a una degradacion de la ampicilina

también deberia haberse observado en el fragmento EA, lo cual no ocurre.
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Paralelamente, se determino la actividad antimicrobiana frente a una cepa clinica de E. faecalis
mediante la realizacion de tres ensayos con dos réplicas cada uno, obteniendo los resultados que
se representan en la Figura 11. Temporalmente, se corresponden con los ensayos 3, 4y 5 de la
cepa E. faecalis ATCC 29212, por lo que tan solo el segundo de ellos puede ser considerados

como valido, pues en los dos casos restantes se debe presuponer una degradacion del conjugado
CSA.

E. faecalis cepa clinica
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Figura 11. CMIs determinadas para cada uno de los 3 ensayos representadas como promedio y desviacion
estandar. El asterisco (*) indica que la CMI es igual o mayor al valor representado, pues se observo
crecimiento bacteriano a la maxima concentracion de compuesto probada. La almohadilla (#) indica que
para la concentracion inmediatamente inferior a la representada, que se corresponde con la maxima
concentracion de ensayo, se observo una disminucion del crecimiento bacteriano pero no lo suficientemente
significativo como para considerarlo la CMI.

Al comparar los resultados obtenidos en el segundo ensayo de la cepa clinica de E. faecalis con
los de la cepa ATCC 29212, se observa como la actividad del fragmento EA disminuye, pasando
de una CMI de 23.37 uM a 47.75 uM, lo que indica que la permeabilidad de la membrana es
ligeramente menor en la cepa clinica. En cuanto al conjugado CSA, a una concentracion de 24.06
UM se observo una disminucion del crecimiento bacteriano, pero no lo suficientemente
representativo como para considerarlo una inhibicioén del crecimiento. Por tanto, la CMI debe
encontrarse en un valor intermedio entre 24.06 y 48.03 uM, lo que supone que la tendencia es la
misma que la observada para la cepa E. faecalis ATCC 29212, pues no se aprecia el efecto

esperado por el aumento del tamafio del compuesto en la actividad antimicrobiana.
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- Acinetobacter baumannii.

Del mismo modo que para E. faecalis, en primer lugar se analizo la reproducibilidad de los
resultados. Para ello, se repiti6é de nuevo el ensayo dos veces introduciendo en cada experimento
dos réplicas por compuesto evaluado, obteniendo de esta forma los resultados que se representan
en la Figura 12. El segundo ensayo se llevo a cabo el mismo dia que el E3 de la cepa ATCC de
E. faecalis, por lo que se asume una degradacion del conjugado CSA y no se tendran en cuenta

los resultados obtenidos a partir del mismo.
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Figura 12. CMIs determinadas para cada uno de los 3 ensayos representadas como promedio y desviacion
estandar. El asterisco (*) indica que la CMI es igual o mayor al valor representado, pues se observo
crecimiento bacteriano a la maxima concentracion de compuesto probada.

En el ensayo 3 se evalu6 una concentracion mayor de cada compuesto, lo que permitié observar
inhibicion del crecimiento bacteriano con el fragmento EA. Esto indica que, a pesar de la baja
permeabilidad que ofrece la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, el fragmento es
capaz de alcanzar el espacio periplasmatico y unirse a la diana celular. Por otro lado, los resultados
obtenidos para el conjugado CSA en el primer y tercer ensayo no concuerdan, por lo que seran
necesarias mas réplicas para poder extraer conclusiones. Si bien, no pudo llevarse a cabo un
estudio mas amplio porque la concentracion de compuesto que se necesita para la determinacion
de CMIs en esta cepa ATCC de A. baumannii es elevada y la cantidad de conjugado CSA era

limitada.

Finalmente, se evaluo la actividad antimicrobiana frente a dos cepas clinicas, con las que se
obtuvieron los resultados que se recogen en la Figura 13. Nuevamente, se observo inhibicion del
crecimiento bacteriano por parte del fragmento EA para ambas cepas pero, sin embargo, el

conjugado CSA no mostré actividad en ninguno de los casos.
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A. baumannii cepa clinica 1 A. baumannii cepa clinica 2
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Figura 13. CMIs determinadas para cada uno de los 3 ensayos representadas como promedio y desviacion
estandar. El asterisco (*) indica que la CMI es igual o mayor al valor representado, pues se observo
crecimiento bacteriano a la maxima concentracion de compuesto probada.

Por tanto, el conjunto de resultados obtenidos, que se resumen en la Tabla 2, refleja que el
fragmento EA es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano en 6 de las 10 cepas analizadas, lo
que permite concluir que el espaciador no impide la unién de la ampicilina a su diana celular. En
cuanto al conjugado CSA, aunque desafortunadamente no se consiguié mejorar la actividad de la
ampicilina libre, pudo observarse un aumento de la actividad respecto al fragmento EA frente a
la cepa ATCC de E. faecalis que parece indicar la presencia de un mecanismo alternativo a la
difusion pasiva. Si bien, seran necesarios mas estudios para determinar si es un mecanismo
exclusivo de esta cepa y, de ser asi, que caracteristicas genéticas la diferencian.

Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos con los tres compuestos evaluados frente a las diferentes
cepas bacterianas analizadas. “NS” indica que los resultados obtenidos no fueron significativos.

Ampicilina EA CSA

mg/L uM mg/L uM mg/L uM
A. baumannii ATCC 17978 16 43 128 191 NS NS
A. baumannii cepa clinica 1 8 21.6 56+16 83.6£23.9 | >128 >96
A. baumannii cepa clinica 2 742 19+5.4 32 48 >128 >96
A. hydrophila cepa clinica >16 >43 >16 >24 >16 >12
E. coli ATCC 25922 4 10.8 >16 >24 >16 >12
E. coli TGl 1 2.7 >16 >24 >16 >12
E. faecalis ATCC 29212 0.9+0.2 | 2.440.6 16 24 16 12
E. faecalis cepa clinica 1 2.7 32 47.7 >32 >24
E. faecium cepa clinica 32 86 >16 >4 >16 >12
S. aureus ATCC 29231 0.25 0.67 8 12 >16 >12

Con todo, hay que tener en cuenta que los resultados derivados del presente estudio solo pueden
ser tomados como una referencia, pues el conjugado sintetizado no se obtuvo en su forma pura.

Con una pureza proxima al 100% se espera que la actividad del conjugado CSA se incremente.
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6. PERSPECTIVAS DE FUTURO

La experiencia adquirida a lo largo del estudio permite plantear mejoras en los ensayos realizados

asi como nuevas propuestas de cara al futuro, que se resumen a continuacion:

- Lamayoria de las bacterias resistentes a la ampicilina adquieren resistencia a través de la
degradacion enzimatica medida por -lactamasas. Esto provoca que el aumento de la
concentracion intracelular que se pretende alcanzar con el conjugado sea facilmente
neutralizado en las cepas resistentes. Por tanto, se proponen antibidticos que generen
resistencias bacterianas principalmente a través de bombas de eflujo, como pueden ser
las tetraciclinas. Otra alternativa seria el uso de S-lactamicos dificiles de degradar por f-

lactamasas, como carbapenems o cefalosporinas de Gltima generacion.

- Para completar los resultados aportados por la determinacion de las CMIs seria
interesante la determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB), que se

realiza a partir de la propia placa sin necesidad de consumir mas compuesto.

- Los procesos de congelacion-descongelacion afectaron a la actividad del conjugado, por

lo que sera conveniente evitarlos en la medida de lo posible en proximos ensayos.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos, pueden extraerse las

siguientes conclusiones:

- El fragmento espaciador-ampicilina (EA) fue capaz de inhibir el crecimiento bacteriano
frente a las tres cepas analizadas de 4. baumannii, las dos cepas analizadas de E. faecalis
y lacepa ATCC de S. aureus. Por tanto, se puede concluir que la presencia del espaciador

no impide la union de la ampicilina a su diana celular periplasmatica.

- La actividad del fragmento espaciador-ampicilina (EA) disminuye respecto a la de la
ampicilina libre. Esto se explica por la diferencia en el tamafio molecular de ambos
compuestos, pues a mayor tamafio molecular mas dificil sera el transporte por difusion
pasiva mediado por porinas. Si bien, ademas de este efecto también es posible que el
espaciador interfiera en la union de la ampicilina con su diana celular y, por esta razon,
seran necesarios mas ensayos para evaluar cual es la contribucion de la interferencia en

la disminucidn de la actividad.

- El conjugado sider6foro-antibidtico (CSA) solo mostré actividad antimicrobiana frente a
la cepa ATCC 29212 de E. faecalis, siendo ligeramente superior a la presentada por el
fragmento espaciador-ampicilina (EA). Esto parece indicar que existe un mecanismo de
transporte activo alternativo mediado por el analogo de las amonabactinas que facilita la
internalizacion de la ampicilina mejorando su actividad respecto a la esperada para su
peso molecular. Si bien, no se consiguié mejorar la actividad antimicrobiana de la

ampicilina libre.
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8. CONCLUSIONS

In accordance with the objectives and the results obtained, the following conclusions can be

drawn:

- The linker-ampicillin fragment (EA) was able to inhibit bacterial growth against the three
tested strains of A. baumannii, the two tested strains of E. faecalis and the ATCC strain
of S. aureus. Therefore, it can be concluded that the presence of the linker does not

prevent ampicillin binding to its periplasmic cellular target.

- The activity of the liker-ampicillin fragment (EA) decreases compared to that of free
ampicillin. This is explained by the difference in molecular size of the two compounds,
as the larger the molecular size, the more difficult the transport by porin-mediated passive
diffusion. However, in addition to this effect, it is also possible that the linker interferes
with the binding of ampicillin to its cellular target and, for this reason, further research

will be necessary to assess the contribution of the interference to the decrease in activity.

- The siderophore-antibiotic conjugate (CSA) only showed slightly higher antimicrobial
activity against the ATCC 29212 strain of E. faecalis, being slightly higher than that
presented by the linker-ampicillin fragment (EA). This seems to indicate that there is an
alternative active transport mechanism mediated by the amonabactin analog that
facilitates the internalization of ampicillin, improving its activity with respect to that
expected for its molecular weight. However, no improvement in the antimicrobial activity

of free ampicillin was achieved.
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10. ANEXOS

10.1. Caracteristicas quimicas de los compuestos preparados

Fragmento espaciador-ampicilina (EA)

Foérmula molecular | CH3sN4O10SK Masa exacta 670.1711 g/mol

Conjugado sider6foro-antibiotico (CSA)

OH O

H o Oﬁi\ﬁ O OH
HO\©)LN/\H/N\/\/\‘)LN“‘ NJ\©/OH
H H H

o] NH,

Férmula molecular | CsoH77N10019S;K | Masa exacta 1332.4445 g/mol




10.2. Caracterizacion estructural de los compuestos preparados
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Figura 14. Espectros de RMN-'H/"3C, DEPT y ESI-HRMS(+) del fragmento EA.
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Figura 15. Espectros de RMN-'H y ESI-HRMS(-) del conjugado CSA.
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